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論 文 内 容 要 旨
近年,肝 疾 患患者に胆 汁酸glucuronideが見出 され,病 態 との関係か ら多大の注 目を あびて
い る。胆 汁酸glucuronideは極性が強 く,その測定には抱 合部位 をい ったん水解後,誘 導体に導
きガス クロマ トグラフ ィー(GC),GC一 マス スペク トロメ トリーに付す 間接的な方法が'とられ
てい る。 しか し,こ う した方法は操作が煩雑なばか りか,抱 合の型式 と部位に関す る情報を喪失
す る欠点を有 して いる。 これ らの観点か ら,極 性化合物の分離に威力を発揮す る高速液体 クロマ
トグラフ ィー(HPLC)を 用いた胆汁酸glucuronideの分析化学的研 究 に着手 した。
胆汁酸 およびOxo胆 汁酸3-Glucuronideの合成
HPLCに よ る胆汁酸glucuronideの分析は,標 品の得に くい ことが研究 の進展 上ひ とつの溢
路 とな ってい る。そこで,ま ず標 品の合成を企 てた。
従来,胆 汁酸3-glucuronideの合成は,水 酸基を保 護せず直接 グル クロニル基 を導 入す る方
法が とられ,そ のため,抱 合部位 の不明確さ,精 製の煩雑 さなどに不満 な点が多い。そ こで,ス
テロイ ド核上水 酸基 の反応性 の差異や立体 障害を利用 し,7α,12α 水酸基 をホル ミル基,7β
水酸基 をアセチル基 で選択 的に保 護 して中間体 を得た。 これ らメチルエス テルをCdCO3触 媒下,
methy1α一acetobromoglucuronateとのKo nigs-Knorr反応 に付 しグル クロニル基 を導 入 し
た。最後 に保護基を 一挙 に除去 し遊離型胆汁 酸3-glucuronideを得 た。
つ ぎに,グ リシンおよびタウ リン抱 合型胆汁 酸3-glucuronideの合成 を行 った。側鎖の ア ミ
ノ酸結合 はp一 二 トロフ ェニルエス テルを用 い る活性 エス テル化法 によ った。これ らglucuroni-
deの合成 には3っ の反応経路 が考 え られ る。 その うち,さ きの胆汁 酸中間体 をP一;ニトロフェ ニ
ル エス テル とした後,CdCO3を 触媒 とす るKoenigs-Knorr反応 によ りグル クロ ニル基 を 導 入
し,つ いで活性 エステルを グ リシンあ るいはタウ リンと交換 反応 させ,最 後 に保護基 を除去 す る
経路が反応性,収 率,中 間体精製 の観 点か ら見て最 適であ った。以上 の反応経路 によ り,胆 汁酸
3-glucuronide15種を得 ることがで きた。
っ ぎ にoxo胆 汁酸3-glucuronideの合成 を試み た。ChenodeoxychoIicacid,cholic
acidをN一プロムコハク酸 イ ミドで7-oxo体と し,3,12位をア セチル化 した。一:方,deoxy-
cholicacid,cholicacidの3,7位を選択 的にアセチル化後,12-oxo体 に誘 導 した。っぎ
にこれ らの3位 アセチル基 のみを選択 的に除去 し中間体 を得 た。これ ら中間体 の側鎖 カルボキ シ
ル基 をメチルエス テル とした後,さ きと同様Koenigs-Knorr反応 に付 し,ついで保護基 を除去
して遊離型oxo胆 汁 酸3-glucuronideを得た。グ リシンおよびタウ リン抱合型oxo胆汁酸3-
glucuronideは,さきの 知 見 に も とづ き中間体 をp一;二トロフ ェニルエス テル とした後,Koe-
nigs-Knorr反応 に付 し,つ いで グ リシンあ るいは タゥ リンと交 換反応 させ,最 後 に保 護 基 を
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除去す る経路 によ り,好 収率 で合成す るこ とが で きた。以上 の反応経路に よ り,遊 離型,グ リシ
ンおよびタウ リン抱合型oxo胆 汁 酸3-glucuronide12種の合成 に成功 した。
胆汁酸 およびOxo胆 汁酸3-GlucuronideのHPLC
合成 した標品 を用いて,逆 相型 耳PLCにお け る溶 出挙動 を精査 した。 まず,移 動相のpHの 保
持値 におよぼす影響 について検討 した。 その結 果,kノ 値 にお よぼすpHの 効果が,側 鎖の抱合型
式 によ り,大 き く異 な ることが判明 したが,こ の現象は側鎖構造のpKa値 か らよ く説明 される。
また,equatorialβ水酸基 を有す るursodeoxycholate3-glucuronideは,α水酸基を有す
るdihydroxy体よ り小 さなk'値 を示 し,立 体配置 が溶 出挙動 に大 きな影響 を与え ることが 明確
とな った 。さ らに,deoxycholate3-glucuronideとchenodeoxycholate3-glucuronide
は,pH3,5において溶 出順序 が逆転 し,後 者 におけ る3位 グル クロニル基 と7α 水 酸基 の間 に生
起す る相互作用 が示唆 された。つ ぎに7,12位水 酸基のoxo基 への 変換 に伴 うkノ値 の変化 にっい
て考察 した 。高 いpH域 では,oxo胆 汁 酸3-glucuronideは,7αあ るいは12α 水酸基を有す
る胆汁酸3-glucuronideに比べ著 しく小 さなkノ値 を示すの に対 し,7β 水酸基を有す るurso-
deoxycholate3-glucuronideとは近似 したk'値を示 した。
つぎに,こ れ らの クロマ トグラフ的挙動を基礎 に胆汁歳3-glucuronideの相互分離 について
検討を加え た。各種緩衝液 と有機溶媒の組合せ の うち,リ ン酸 ア ンモ ニウム緩衝液/ア セ トニ ト
リルを用 い るとき,リ ーデ ィング,テ ー リングが な く比較 的良好 な分離を 示 した。 さ らに胆汁酸
3-glucuronide15種の一斉分離 を行 うた め,ク ロマ トグ ラフ的挙動 にお よぼす移動相のpH及
び塩濃度の影響を吟味 した。その結果,カラムにShodexODSpakF-411を使用 し,0.7%リン酸
アンモニウム緩 衝液(pH3.0)/アセ トニ トリル(135:60,v/v),0.7%リン酸 アンモニウム緩衝液(pH
3.5)アセ トエル トリル(150:60,v/v),0.7%リン酸 アンモニウム緩衝液(pH5.0)/アセ トニトリル(125
160,v/v')を移動相 に用いる時,胆 汁酸3-glucuronide15種は,最 も優れた相互分 離を与えた。
胆 汁酸3-Glucuronideのβ一グル ク ロニダーゼ水解
胆汁酸glucuronideのβ一グルクロニ ダーゼ水解 におけ る基質特異性,pH条 件なξについて
は,標 品の得 に くい ことから未だ系統 的な検討が なされていない。そこで信頼度 の高 い胆 汁 酸
glucuronideの水解 条件を確立す るた め,合 成 した標品 を用 い,市 販 のbeefhver,E.coli,
PatellavulgataおよびHelixpomatia起源の 酵素 について,そ れ らの特異性 などを検討 した。
まず各種胆汁酸glucuronideの混合物を β一グル クロニダーゼ水解後,遊 離 した 胆 汁 酸 を
Sep-pakCl8カー トリッジおよびpiperidinohydroxypropylSephadexLH-20(PHP-LH-
20)に よる前処理 に付 し,つ いでHPLCに よ り分析す る方法を開発 した。
っ ぎに,こ の測定法 を用い,酵 素水解 に対す るpHの影響 を検討 した。Helixpomatiaおよび
E.coli起源 の β一グル クロニダー ゼは,そ れぞ れ4.5および6,5に至適pHを,一 方Patellavu1一
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gataとbeefliver起源 の酵素 はpH3.5で最 高の活性 を示 した。つ ぎに遊離型,グ リシンおよ
び タウ リン抱合型胆汁酸gIucuronideを用 い,側 鎖構造 の差異 に伴 う水解 の様相 について吟味
したが,至 適pHの,抱 合型式 によ る差 は認 め られなか った 。さ らに,ス テロイ ド核上 の水酸基
の数,位 置の違いに よる水解の様相 について検:討した ところ,い ず れの酵素 にお いてもtr1hyd-
roxy体が最 も低い水解率を示 した 。また,Helixpomatia,Patellavulgata起源の酵素 では
monohydroxy体が高い至適pHを 与えたの に対 し,trihydroxy体は逆 に低 い至適pHを,dihy-
droxy体は両者の中間の値 を示 した 。
以上,胆 汁酸glucuronideの酵素水解 におけ る至適pHは 側鎖構造 によ らず,ま たHehxpo-
matia,Patellavulgata起源の酵素 ではステロイ ド核上の水酸基の数 に依存す ることなどが
判 明 した。
ヒ ト尿 中胆汁酸GlucuronideのHPLCによる分析
これ までの知 見を生体試料 に適用 し,閉 塞性黄だ ん患者尿 中胆汁酸glucuronideのHPLCに
よ る直接分析を企てた。
尿中胆汁酸glucuronideは,Sep-pakC18カー トリッジを用 い るとき,ほ ぼ定量的 に抽 出さ
れる ことを合成標品 を用 いた回 収試験 の成績 か ら確認 した。生体試料 とい う複雑な マ トリックス
中の微量胆汁酸glucuronideを分析す るためには,Sep-pakC18カー トリッジによ る固相抽出
のみでは前処理 として不十分 である。そこで,こ の抽 出物 をPHP-LH-20カ ラムクロマ トグラ
フ ィーに付 し,0.5%炭 酸 ア ンモ ニウム/70%エ タノールで溶出 して,glucuronide画分を得
た 。この画分 は,グ リシン,タ ウ リンおよび少量 の硫酸抱合型胆汁酸を含む可 能性があ るため,
さ らにHPLCに よる精製を行 った。pH7.0および3.5の移動相2種 を用 い9画 分を分 取 した。こ
れ らの画分 をさきに確立 した条件 に従 いShodexODSpakF-411カラムを用い るHPLCに 付 し
た ところ,ク ロマ トグ ラム上胆汁酸glucuronide標品に一致 す る6本 の ピークを認めた。
さきに,HPLCに お ける移動相のpH変 化 に伴 う胆汁 酸glucuronideのクロマ トグラフ的挙
動を精査 し,そ の構造に よ りk'値 が変動す ることを明 らか に した。 そ こで この性質を利用 し,
これ ら胆汁酸glucuronideの同定を試みた。 まず,各 ピークに相当す る画分 を分 取 し,こ れに
内部標準物質 を加えた後,移 動相のpHを 変 化 させ相対kノ値(rkノ値)を 測定 して,標 品のそれ
らと比較 した 。その結果,6種 の成分 ピークはいずれのpHに おいて もcholate,glycocholate,
deoxycholate・chenodeoxycholate・glycochenodeoxycholateおよびtaurochenodeoxych-
01ateの3-glucuronide標品のそ れらに一致す ることが判 明 した。さ らに,こ れ ら胆汁酸3-
glucuronideの構造を確認す るため,さ きの検討 によ り最適 と考 え られたE.coli起源 の β一 グ
ル クロニダーゼを用いて水解 した。 ここに遊離 した胆汁 酸を,3位 水酸基 を介 し,選 択 的けい光
プ レラベル化剤1-anthroylnitrileで誘導体 に変 え,HPLC分 析 を行 った。その結果,こ れ らの
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rk'値は対 応す る標 品の それ と完全 に一致 した。同定 された これ ら胆 汁酸3-glucuronideは,
一次胆汁酸が主で あ り,ま た従来知 られていない ア ミノ酸 抱合型を含む ことが明 らか とな った。
胆汁酸3-glucuronideを合成 し,そ れ ら標品を用 いてHPLC分 離 および β一グル クロニダー
ゼ水解の条件 を検:討した。これ らの成績 を もとに,閉 塞性黄だん患 者尿 中胆汁酸glucuronide
の直接分析を試み,新 たに6種 を同定す ることに成功 した。以上 の知見は,今 後肝胆 道疾患 の病
態 を解析す る うえに大 き く役立 つもの と期待 される。
一101一
審 査 結 果 の 要 旨
近年,胆 汁 酸 グル クロ ニ ドが肝胆道疾患患者 の尿 中に排泄 され ることが示唆 され,病 態 との関
連 か ら多大 の注 目をあびてい る。 しか し,こ れ らグル クロニ ドの動態 については標 品の得難 い こ
とが研究の進展上大 きな艦路 とな り,未 だ不明の点 が多 い。本研究 は,こ れ らの観点 か ら信頼度
の高い標品 を合成 し,そ れを指標 と して高速液体 クロマ トグラフ ィー(HPLC)に おけ る溶 出挙
動 を精査 し,そ の成績 に もとづ き尿 中胆汁酸 グル クロニ ドの分離 同定 を行 った ものであ る。
まず胆汁酸お よびoxo胆汁 酸3-glucuronide27種の合成 を企 てた。ステ ロイ ド核上のZ12
位水酸基 をア シル基 で保護 したのち,Koenigs-Knorr反応 によ り選択 的に グル クロニル基 を3
位 に導 入 した。 ア ミノ酸抱合型胆 汁酸3-glucuronideの合成 には3つ の反応 経路 が考 え られた
が,そ れ らの うちp一 ニ トロフェニルエス テル としたのち,3位 にグル クロニル基 を導入 し,つい
で グリシンあ るいは タウ リンと交換 反応させ る経路 が最適 であ った。
これ らの合成標品 を用 い,逆 相型HPLCに おけ る溶 出挙動 を精査 した。その結果,保 持値 に対
す る移動相 のpHの 影響 は,側 鎖 の抱 合型式 によ り大 きく異 な るこ とが判 明 した。 またdeoxych-
olate3-glucuronide,chenodeoxycholate3-glucuronideは,pH3.5において溶 出順序
が逆転 し,3α,7α 置 換基 問の相互作用 が示唆 された。ス テロイ ド核上 の α水酸基 のoxo基への
変 換 は保持値 を半 減 した。 これ らの知見を もとに胆汁酸3-glucuronide15種の 相互分類 を検討
し,カ ラムにShodexODSpakF-411,移動相に3種 の リン酸 ア ンモ ニウム緩衝液/ア セ トニト
リル を用い優れた分離 を得 た。
つ ぎに胆汁 酸3-glucuronideに対す る各種 β一グル クロニダーゼの特異性 を吟味 した。E。
coli由来 の β一グルク ロニダーゼは6.5,他の3者 はさ らに低い酸性域 に至適pHを 示 した。 ま
た至適pHは 胆汁酸 グルクロ ニ ドの側鎖構造 によ る影響 を うけないが,と くにHelixpomatia
お よびPatellavulgata起源 の酵素 ではス テロイ ド核上 の水酸基 の数 に影響 され ることが判 明
した。
これ らの成績 をふ まえ閉塞性 黄だん患者尿 中胆汁酸3-glucuronideのHPLCによ る直接分析
を企てた。 まずSep-pakC18カー ト リッジで固 相抽 出 し,PHP-LH-20で 分 離 した グル クロ
ニ ド画分 をHPLCで 精製 した。 ついで これ らの画分 をHPLC分 析 に付 し,6種 の胆汁 酸3-glu-
curonideに一致 す るピー クを得 た。 これ らは一次胆汁酸が主 であ り,ま た後来知 られていない
ア ミノ酸抱 合型を も含む ことが分解 的に も証明された。
以上,本 研 究は未 開拓の ままとな っていた胆 汁酸の グル クロン酸抱合に関 して グル クロニ ド標
品の合成,HPLCに おけ る溶出挙動の基礎 的検討 を行 うと共に,肝 胆道疾患 患者 尿中の グル クロ
ニ ドの同定 に成功す るな どバイオ メデ ィカル分 析に新知 見を加 えた ものであ り,学 位 を授 与す る
に値す る内容 と認 め る。
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